Возможности и ограничения высокопроизводительного секвенирования в диагностике моногенных заболеваний by Shagam, Lev & Voinova, Viktoria
105
В ПОМОЩЬ ПРАКТИЧЕСКОМУ ВРАЧУ
РОССИЙСКИЙ ВЕСТНИК ПЕРИНАТОЛОГИИ И ПЕДИАТРИИ, 2, 2016
ROSSIYSKIY VESTNIK PERINATOLOGII I PEDIATRII, 2, 2016
Высокопроизводительное секвенирование (англ. next generation sequencing, NGS – секвенирова-
ние следующего/нового поколения) – совокупность 
методов высокопроизводительного считывания нук-
леотидной последовательности ДНК и РНК, широ-
ко используемых в научных исследованиях начиная 
с середины нулевых годов XXI столетия [1]. Метод 
активно применяется в фундаментальных и приклад-
ных исследованиях, а также в диагностике моноген-
ных заболеваний – обширной группы наследствен-
ных болезней, вызываемых мутациями в одном гене. 
На данный момент описано 4645 моногенных на-
следственных болезней и признаков, молекулярная 
основа которых уже определена [2]. Многие из этих 
заболеваний генетически гетерогенны, т.е. могут воз-
никать вследствие мутаций одного из многих генов 
(до нескольких десятков). Так, синдром Барде–Бид-
ля, характеризующийся специфическим легко рас-
познаваемым симптомокомплексом (пигментный 
ретинит, ожирение, полидактилия, аномалии почек, 
гипогонадизм и психические нарушения), в настоя-
щее время связывают с 19 различными генами (BBS1, 
BBS2, … BBS19), локализованными в разных хромо-
сомах. 
Технические возможности высокопроизводи-
тельного секвенирования позволяют считывать по-
следовательность одновременно большого числа ге-
нов и выявлять патогенные мутации, ответственные 
за возникновение генетически гетерогенных заболе-
ваний [3]. Кроме того, данная технология способству-
ет открытию генетической этиологии недифференци-
рованных форм патологии. Так, молекулярная основа 
многих моногенных синдромов была открыта благо-
даря секвенированию экзомов у пациентов с идентич-
ными клиническими признаками. В качестве приме-
ра можно привести открытие мутаций гена SMARCA2 
как причины синдрома Николаидеса–Барайцера [4]. 
Наконец, у практически здоровых индивидуумов 
благодаря высокопроизводительному секвенирова-
нию становится возможным выяснение генетической 
предрасположенности к ряду заболеваний [5].
Генетическое обследование пациентов с подозре-
нием на моногенные болезни применяется для уточ-
нения диагноза, прогнозирования тяжести состояния 
пациента и динамики течения его заболевания, а так-
же медико-генетического консультирования семей, 
имеющих больного ребенка, с целью оценки риска 
для следующих беременностей и выработки реко-
мендаций по пренатальной диагностике. Генетиче-
ское тестирование для ряда заболеваний и их групп 
(например, таких как нейрональный цероидный ли-
пофусциноз или Х-сцепленные формы умственной 
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отсталости) уже является основным методом диагно-
стики [6]. В то же время применение подавляющего 
большинства высокопроизводительных секвенаторов 
в целях диагностики не разрешено на территории 
Российской Федерации, что связано с отсутствием 
регистрационных удостоверений для осуществления 
диагностической деятельности. Исключением явля-
ется лишь пиросеквенатор GS Junior компании Roche 
diagnostics (Швейцария), однако его возможности 
ограничены (см. ниже). В связи с этим подавляющее 
большинство подобных исследований на территории 
нашей страны в настоящее время проводится в стату-
се научной работы.
Стратегия планирования обследования пациента 
с помощью NGS
Для эффективной диагностики генетически де-
терминированного состояния важно придерживаться 
принятой в профессиональном сообществе после-
довательности шагов по выявлению определенного 
заболевания – диагностического алгоритма, важней-
шее место в котором занимают как клинико-генеало-
гическое, так и генетическое исследования. Алгоритм 
генетического обследования зависит от мутаций, ха-
рактерных для конкретного заболевания. 
Например, для муковисцидоза характерны горя-
чие точки мутаций, изменения в которых выявляются 
у более чем 75% пациентов в российской популяции 
[7]. В связи с этим у больных с таким направляющим 
диагнозом целесообразно, в первую очередь, про-
вести детекцию мутаций в горячих точках и только 
в случае отсутствия последних осуществить полное 
секвенирование гена. Другим примером может слу-
жить энцефаломиопатия Ли (исключительно генети-
чески гетерогенное митохондриальное заболевание), 
молекулярно-генетическую диагностику которого 
начинают с анализа частых мутаций гена SURF1. 
При их отсутствии проводят секвенирование данно-
го гена, секвенирование митохондриальной ДНК, 
секвенирование ядерного экзома [8]. Возможности 
высокопроизводительного секвенирования, как пра-
вило, ограничены при выявлении делеций и вставок 
генетического материала, превышающих по размеру 
10–50 пар нуклеотидов (п.н.), в частности делеций 
нескольких экзонов. В связи с этим для заболеваний, 
которым свойственны подобные мутации, рекомен-
дуется проводить их выявление методом MLPA (англ. 
мультиплексная лигаза-зависимая амплификация 
зонда) или ПЦР (полимеразная цепная реакция) 
в реальном времени. Для других заболеваний, таких 
как туберозный склероз или синдром Альпорта, не-
обходимо сразу проводить полное секвенирование 
генов, поскольку горячие точки мутаций для них 
или не характерны, или очень редки, а делеции 
и вставки размером более 10 п.н. встречаются лишь 
в небольшом проценте случаев.
Если число генов, связанных с наследственным 
заболеванием, превышает один, высокопроизво-
дительное секвенирование, как правило, является 
наиболее экономически обоснованным методом 
исследования с разрешением до одного нуклеотида 
(в сравнении с секвенированием по Сэнгеру). При-
меняются следующие альтернативные стратегии 
NGS: секвенирование генома, секвенирование эк-
зома и генные панели, специально разработанные 
под заболевание или группу болезней. 
Полногеномное секвенирование является наиболее 
подробным из возможных вариантов исследования 
ДНК, однако ввиду высокой стоимости и трудоем-
кости интерпретации используется в основном в на-
учных исследованиях. В то же время лишь 1% генома 
составляют кодирующие участки, в которых, соглас-
но современным оценкам, локализуется подавляю-
щее большинство патогенных мутаций – около 85% 
[9]. Что же касается уже описанных на сегодняшний 
день в научной литературе точечных мутаций, свя-
занных с моногенными заболеваниями, 97% из них 
располагаются именно в кодирующих экзонах генов 
или смежных участках интронов протяженностью 
5–10 п.н. При этом патогенные мутации в 5’-и 3’-не-
транслируемых областях, промоторах генов, интронах 
(исключая экзон-интронную границу) и межгенных 
областях встречаются весьма редко [10, 11]. В связи 
с этим секвенирование экзома или отдельных групп 
генов в клинической практике более целесообразно.
Секвенирование экзома (полноэкзомное секвени-
рование) – стандартизированное исследование, в ре-
зультате которого происходит считывание кодирую-
щей последовательности всех генов человека (иногда 
помимо кодирующих экзонов и смежных участков 
интронов считываются 5’-и 3’-нетранслируемые 
области, промоторы генов). Затем, в зависимости 
от направляющего диагноза, проводится биоинфор-
матический анализ того или иного набора генов. 
Отметим, что вопрос о выдаче в заключении инфор-
мации по мутациям генов, не связанных с предпо-
лагаемым заболеванием, является дискуссионным. 
Согласно популярным рекомендациям [12] следует 
сообщать пациенту только заведомо патогенные му-
тации с высокой пенетрантностью в 56 генах, связан-
ных с заболеваниями, которые можно предотвратить. 
Однако с данным мнением можно не соглашаться, 
поскольку информация о генетической предраспо-
ложенности к заболеваниям, которые не актуальны 
на данный момент для пациента, может в дальней-
шем повлиять на процесс их профилактики, выбора 
методов терапии и др.  
Генная панель разрабатывается под наследствен-
ное заболевание или группу болезней. Она позво-
ляет секвенировать определенные гены, при этом 
не происходит чтение остальных участков экзома. 
Плюсами данного подхода, как правило, является 
лучшее покрытие исследуемых генов и более низкая 
цена анализа в сравнении с секвенированием экзома 
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при том же качестве. Минусы – необходимость раз-
работки и апробации генной панели под каждое забо-
левание или группу. Частным случаем генной панели 
является «клинический экзом» – данное исследова-
ние подразумевает секвенирование всех генов, свя-
занных с известными моногенными болезнями.
Некоторые технологические особенности 
высокопроизводительного секвенирования
Принцип высокопроизводительного секвениро-
вания предполагает многократное прочтение (покры-
тие) каждого секвенируемого нуклеотида. Средним 
покрытием называют среднее число прочтений каж-
дого нуклеотида из секвенируемой области. Мини-
мальным покрытием, делающим возможным получе-
ние достоверной информации о последовательности 
ДНК, считается не менее 10–20-кратного (10–20X). 
Это объясняется законами теории вероятности. Так, 
предположим, что покрытие участка ДНК, несущего 
мутацию в гетерозиготном состоянии (аллели AB), со-
ставляет 10Х. В предположении равной вероятности 
чтения каждого из аллелей вероятность того, что ни 
разу не будет считан аллель A, составляет 0,510 = 0,001. 
Аналогично, вероятность того, что ни разу не будет 
прочитан аллель B, составляет 0,001. Итого, суммар-
ная вероятность ложного результата составляет 0,002, 
что является приемлемым. При более низком покры-
тии такая вероятность значительно увеличивается.
Однако задача по 10–20-кратному покрытию 
всех нуклеотидов из целевых областей является 
весьма сложной как с технической, так и с финан-
совой точки зрения. Так, всегда участки из секвени-
руемых областей характеризуются неравномерным 
покрытием, и при среднем покрытии 100X, 200X 
и т.д. находятся области, покрываемые менее 10 раз. 
Для максимизации процента изучаемых участков 
генома, покрываемых не менее 10Х, 15X или 20X, 
среднее покрытие увеличивают до сотен раз в пере-
счете на нуклеотид. Такой процент называют пол-
нотой  покрытия. При этом увеличение полноты 
покрытия для экзома является задачей весьма до-
рогостоящей. Так, исследование экзома с полнотой 
покрытия 98% может стоить до 5 000 долларов США, 
при том что анализ экзома со стандартной полнотой 
покрытия 90–95% стоит от 400 долларов США. Ис-
следование клинического экзома позволяет снизить 
стоимость анализа в сравнении с полноэкзомным 
исследованием, а также более безболезненно уве-
личивать среднее покрытие и, как следствие, пол-
ноту покрытия генов. Однако если ген, связанный 
с заболеванием пробанда, еще не идентифицирован 
или идентифицирован недавно и не входит в версию 
клинического экзома, применяемую лабораторией, 
то с помощью панели «клинический экзом» мутация, 
лежащая в основе патологического фенотипа, не бу-
дет обнаружена.
Секвенирование полного, клинического экзома 
или генной панели может быть проведено при по-
мощи различных технологий. На сегодняшний день 
наиболее популярными методиками высокопроизво-
дительного секвенирования являются Illumina/Solexa 
(Illumina, США) и Ion Torrent (Thermo Fisher Scien-
tific, США). Кроме того, анализы иногда проводят 
на платформе 454 (пиросеквенаторы компании Roche 
Diagnostics, Швейцария), разработка которой офи-
циально прекращена в 2013 г., а поддержка будет осу-
ществляться лишь до конца 2016 г.  Отметим, что на 
последней платформе может быть выполнено только 
исследование генной панели, но не всего экзома. 
С точки зрения эффективности детекции мута-
ций, технологии Illumina, Ion Torrent и 454 облада-
ют схожими характеристиками, позволяя выявлять 
однонуклеотидные замены и небольшие делеции/
вставки, при этом выявление делеций/вставок раз-
мером от 10–50 п.н. затруднено. Технология Illumina 
является несколько более точной в детекции неболь-
ших вставок и делеций генетического материала. Ряд 
биоинформатических методов позволяет выявлять 
также вариации копийности размером от нескольких 
экзонов, однако эти методики зачастую характери-
зуются большим количеством ложноположительных 
результатов и в настоящее время применяются в диа-
гностических задачах весьма редко. 
Анализ результатов высокопроизводительного се-
квенирования пока автоматизирован не полностью 
и требует работы высококвалифицированного био-
информатика. Важнейшей в данном процессе явля-
ется задача по маркировке артефактов, выявляемых 
в процессе высокопроизводительного секвенирова-
ния. Для полного исключения артефактов рекомен-
дуется альтернативным способом верифицировать 
все патогенные мутации, найденные методом высо-
копроизводительного секвенирования. Альтернатив-
ными способами верификации служат такие методы, 
как: секвенирование по Сэнгеру, ПЦР в реальном 
времени, MLPA и т.п.
Клиническая интерпретация результата 
секвенирования
Ввиду большого числа исследуемых при NGS 
генов неудивительно, что может быть идентифици-
ровано множество вариантов последовательности 
ДНК. Полногеномное секвенирование обычно ге-
нерирует 3–4 млн генетических вариантов, которые 
отличаются от человеческой эталонной последова-
тельности, в то время как полноэкзомное секвени-
рование генерирует 15–20 тыс. вариантов в пределах 
кодирующих участков [13] Подавляющее большин-
ство из этих вариантов являются непатогенными 
полиморфизмами, распространенными в популя-
ции человека, и только 1–2 варианта фактически 
связаны с фенотипом, из-за которого и было пред-
принято тестирование. 
Для клинической интерпретации результата NGS 
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необходима его корректная аннотация (описание 
свойств генетических вариантов), которая обычно 
включает для каждого изменения ДНК: 
• ген, в котором зафиксирован данный вариант;
• заболевания, ассоциированные с данным геном 
с номерами по каталогу OMIM;
• характеристику выявленных изменений на уровне 
генома и соответствующих им предполагаемых из-
менений на уровне РНК и белка (молчащая замена, 
миссенс-, нонсенс-замена, мутация сдвига рамки 
считывания, мутация сайта сплайсинга и т.п.);
• популяционную частоту данного генетического 
варианта; 
• оценку патогенности мутации согласно базам дан-
ных HGMD [14] и ClinVar [15], а также специали-
зированным базам данных различных заболеваний 
(например, LOVD [16] и многие другие, специфи-
ческие для каждой группы нозологий)[17]. Такие 
базы данных построены на информации из науч-
ных работ, а также неопубликованных данных на-
учных и клинических лабораторий по всему миру;
• информацию о консервативности региона, содер-
жащего мутацию, у разных видов;
• оценку эффекта мутации, полученную путем ис-
пользования моделей предсказания in silico.
На основании вышеупомянутой информации 
принимается решение о клинической значимости 
генетического варианта. Следует отметить, что на се-
годняшний день основная ценность большинства баз 
данных генетических вариантов заключается в воз-
можности отбора потенциально патогенных измене-
ний ДНК и ссылок на научную литературу, в которой 
был описан каждый из выявленных вариантов. Гру-
бой ошибкой является классификация генетическо-
го варианта как патогенного на основании, напри-
мер, только соответствующей записи в базе данных 
HGMD или LOVD, без детального ознакомления 
с первоисточниками. Кроме того, важную роль в про-
цессе клинической интерпретации играет наличие 
полной информации о фенотипе больного. 
И все же в значительной доле случаев имеющие-
ся, в том числе клинические, данные не позволяют 
отнести выявленный генетический вариант к ка-
тегории однозначно патогенных или непатогеных. 
Тем не менее обычно удается отобрать потенциально 
патогенные варианты, которые могут потребовать 
более внимательного рассмотрения. При этом боль-
шое значение имеет анализ сегрегации предполагае-
мого патогенного варианта в семье пробанда. Так, 
при аутосомно-доминантных заболеваниях опреде-
ляют, передается ли данный вариант в родословной 
вместе с патологическим фенотипом, а при аутосом-
но-рецессивной патологии – получил ли пробанд 
по одному рецессивному аллелю от каждого из роди-
телей (транс-положение мутаций, которое подтвер-
ждает клиническую значимость) либо унаследовал 
обе мутации в аллеле, полученном от одного родителя 
(цис-положение, отвергающее клиническую значи-
мость). Косегрегация генетического варианта с забо-
леванием свидетельствует в пользу патогенности дан-
ного варианта, хотя и не доказывает ее; в то же время 
отсутствие сегрегации является доказательством не-
патогенности варианта. Помимо этого, весьма зна-
чимым доказательством патогенности генетического 
варианта у пробанда является его полное отсутствие 
у обоих родителей, что указывает на возникновение 
данной мутации de novo (при этом нужно исключать 
ложное отцовство) [18].
Поскольку вышеупомянутые подходы зачастую 
являются решающими в клинической интерпре-
тации, врачу, направляющему пациента на высо-
копроизводительное секвенирование, желательно 
заранее позаботиться о доступности для исследова-
ния образцов крови родителей. Кроме того, в слу-
чае полноэкзомных анализов по ряду нозологий 
показано, что изучение семейного трио повышает 
диагностический выход в среднем с 22 до 31%, т.е. 
в 1,4 раза [19].
В настоящее время используется следующая клас-




• варианты с неясной клинической значимостью;
• вероятно непатогенные;
• непатогенные.
Общепринятой стратегии классификации генети-
ческих вариантов по вышеперечисленным группам 
предполагаемой патогенности пока нет, каждая лабо-
ратория, как правило, использует свои собственные 
критерии. Один из вариантов критериев содержится 
в рекомендациях Американской Ассоциации Меди-
цинских Генетиков от 2015 г. [18].
Выявление в генетическом материале пациен-
та патогенных или вероятно патогенных мутаций 
в генах, связанных с изучаемым заболеванием, в со-
ответствующем аллельном состоянии и количестве 
свидетельствует в пользу направляющего диагноза. 
При этом важно понимать, что наличие у пациента 
генетического варианта с неясной клинической зна-
чимостью в гене, соответствующем предполагаемо-
му диагнозу, вовсе не означает, что обнаруженный 
вариант как-либо связан с имеющимся у пробанда 
заболеванием. Кроме того, отрицательный результат 
не означает, что направляющий диагноз полностью 
исключен: нужно иметь в виду ограничения метода 
и чувствительность выполняемого теста.
Ограничения применения NGS в диагностике 
наследственной патологии
Практика показывает, что сегодня даже очень 
опытные врачи-генетики, понимая достоинства 
и незаменимость высокопроизводительного секве-
нирования, связанные с возможностью детекции 
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мутаций с разрешением до одного нуклеотида 
на обширных областях генома, не всегда трезво 
оценивают слепые зоны метода и знают, на какие 
генетические обследования следует направлять па-
циента с отрицательным результатом секвениро-
вания экзома или генной панели. Ограничения же 
заключаются в том, что в ходе высокопроизводи-
тельного секвенирования не могут быть исключе-
ны следующие виды мутаций:
• находящиеся в областях, покрываемых менее 10 раз;
• делеции и вставки генетического материала раз-
мером более 10–50 п.н. в гетерозиготном состоя-
нии, например, делеция экзона на аутосоме;
• сбалансированные транслокации, инверсии; 
• мутации в участках, не покрываемых генной пане-
лью или экзомом, например, в регуляторных об-
ластях; 
• варианты, находящиеся в областях ДНК «низкой 
сложности», в том числе изменения числа три-
плетных повторов. 
Поскольку технология NGS и связанный с ней 
биоинформатический анализ продолжают развивать-
ся, многие из этих ограничений, возможно, будут све-
дены к минимуму в не слишком отдаленном будущем. 
Высокопроизводительное секвенирование явля-
ется популярнейшим, мощнейшим и незаменимым 
методом генетического тестирования. Однако на се-
годняшний день его использование в диагностике 
по всему миру связано с рядом формальных и ме-
тодических ограничений. В сложившейся ситуации 
крайне важно для врача, направляющего пациента 
на генетическое исследование, понимать как воз-
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